Evaluation of sensitivity of modified star protocol microbiological method for beta-lactame antibiotics detection in raw cow milk by Borović Branka et al.
DOI: 10.2298/VETGL1304163B UDK 619:637.07:543.645.7
ISPITIVANJE OSETLJIVOSTI MODIFIKOVANE
MIKROBIOLO[KE METODE STAR PROTOKOL ZA
DETEKCIJU BETA-LAKTAMSKIH ANTIBIOTIKA
U SIROVOM KRAVLJEM MLEKU*
EVALUATION OF SENSITIVITY OF MODIFIED STAR PROTOCOL
MICROBIOLOGICAL METHOD FOR BETA-LACTAME ANTIBIOTICS
DETECTION IN RAW COW MILK
Branka Borovi}, Danka Spiri}, B. Velebit, Vesna \or|evi},
Brankica Laki}evi}, Tatjana Balti}, Aurelija Spiri}**
Preko namirnica `ivotinjskog porekla ostaci antibiotika iz tkiva `i-
votinja mogu dospeti u ljudski organizam, gde mogu izazvati alergijske
reakcije ili omogu}iti razvoj rezistentnih bakterijskih sojeva. Da bi se sa
sigurno{}u utvrdio sadr`aj ostataka antibiotika u tkivima `ivotinja, po-
trebno je koristiti odgovaraju}e, pouzdane i dovoljno osetljive metode.
Mikrobiolo{ke metode za detekciju ostataka antibiotika u primarnim
proizvodima `ivotinjskog porekla zasnivaju se na osetljivosti speci-
fi~nih bakterijskih sojeva prema odre|enoj grupi antibiotika. Pravil-
nikom o koli~inama pesticida, metala i metaloida i drugih otrovnih sup-
stanci, hemioterapeutika, anabolika i drugih supstanci koje se mogu
nalaziti u namirnicama ("Sl. list SRJ", br. 5/92, 11/92 – ispr. i 32/02),
propisano je da se mleko i proizvodi od mleka, meso i proizvodi od
mesa, jaja i proizvodi od jaja, slatkovodne ribe i med mogu stavljati u
promet ako ne sadr`e antibiotike u koli~inama koje se mogu dokazati
referentnim metodama. Metoda predstavlja modifikovani STAR pro-
tokol (trija`ni test za detekciju antibiotika), propisan od strane CRL
(Community Reference Laboratory – Referentna laboratorija Zajed-
nice)Fu`et,Francuska,gdejeiobavljenainicijalnavalidacijametode.
U skladu sa zahtevima Regulative Komisije EC br. 657/2002, ispi-
tana je osetljivost modifikovane metode STAR protokol za beta-lak-
tamskugrupuantibiotika,odnosnoobavljenajeskra}enavalidacijame-
tode ~ija je inicijalna validacija obavljena u CRL. U seriji ogleda
kori{}eno je 20 "blanko" uzoraka sirovog mleka krava, `ivotinja koje
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~uvani u zamrziva~u, na -20oC. Uzorci sirovog mleka oboga}eni su rad-
nim rastvorima sedam antibiotika iz beta- laktamske grupe, tako da se
dobiju koncentracije na nivou 0.5; 1 i 1.5 MRL (Maximum Residue
Limit) za svaki antibiotik (Regulative Komisije EC br. 37/2010).
Za detekciju beta-laktamskih anibiotika kori{}en je test agar po
Kundratu sa inokulisanim sojem G. stearothermophilus ATCC 10149.
Po 30 l radnog rastvora, u visini koncentracija koje odgovaraju 0,5; 1 i
1,5 MRL za svaki antibiotik, naneto je na po dva papirna diska, koja su
postavljena na povr{inu inokulisane hranljive podloge. Petri plo~e sa
Kundratagarom,prethodno inokulisanimsaG.stearothermophilus,na
koje su naneti uzorci, inkubirane su 12-15h na 55oC. Dobijena {irina
zone inhibicije rasta mikroorganizama, koja treba da iznosi najmanje
2,0 mm, mereno od ivice diska sa uzorkom, pokazala je da je mogu}a
detekcija svih 7 ispitanih antibiotika iz beta-laktamske grupe, na nivou
ispod MRL, ~ime je potvr|eno da je kori{}enjem metode "Pet plo~a" –
STAR protokol mogu}e da se ispune zahtevi Regulative Komisije EC br.
37/2010.
Klju~ne re~i: mleko, antibiotici, rezidue, mikrobiolo{ke metode, STAR
protokol
Upotreba antibiotika u sto~arstvu je neophodna u uslovima intenziv-
nog farmskog gajenja, gde su jedinke gusto raspore|ene po jedinici povr{ine.
Zbog male udaljenosti, ~esto i neposrednog kontakta izme|u `ivotinja, zarazna
oboljenja ~iji su uzro~nici mikroorganizmi, prenose se brzo, tako da se antibiotici
~esto koriste, kako za le~enje obolelih, tako i za preventivu nastanka oboljenja
kod zdravih `ivotinja. Osim kao terapija obolelih jedinki (^upi} i sar., 2004) i kao
profilakti~ka mera na farmama (Gaggia i sar., 2010) antibiotici se ilegalno koriste i
za pobolj{anje konverzije hrane kod `ivotinja (Philips, 2007).
Dugotrajno izlaganje `ivotinja malim koncentracijama antibiotika
mo`e da dovede do zadr`avanja antibiotika u tkivima, mleku i jajima, a usled
konzumiranja takve hrane kod ljudi mo`e da se javi alergijska preosetljivost (Bogi-
alli i sar., 2004). Antibiotici mogu da poremete prirodnu ravnote`u mikroflore gas-
trointestinalnog trakta, kako kod zdravih, tako i kod imunokompromitovanih
osoba (Rashid i sar., 2011). Za bezbednost potro{a~a od velikog su zna~aja meti-
cilin rezistentni sojevi S. aureus (MRSA), koji se prenose putem hrane, sa `ivotinja
na ljude (Fetsch i sar., 2011). Osim prema ve}ini predstavnika beta-laktamske
grupe antibiotika, MRSA sojevi su razvili rezistentnost i prema antibioticima iz dru-
gih grupa (Bagcigil i sar, 2007) i na ovaj na~in postali su deo takozvane MDR (mik-
roorganizmi otporni na vi{e grupa antibiotika) grupe, populacije bakterija koja
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Uvod / Introductionpredstavlja veliku opasnost za ljudsko zdravlje (Alanis, 2005; A{anin i sar., 2009;
Velebit i sar. 2010).
Maksimalno dozvoljene koli~ine (MRL) antibiotika u razli~itim matrik-
simapropisanesuuRegulativiKomisijeECbr.37/2010,doksepremaPravilnikuo
koli~inama pesticida, metala i metaloida i drugih otrovnih supstanci, hemiotera-
peutika, anabolika i drugih supstanci koje se mogu nalaziti u namirnicama ("Sl. list
SRJ", br. 5/92, 11/92 - ispr. i 32/02), u promet mogu stavljati mleko i proizvodi od
mleka ako ne sadr`e antibiotike u koli~inama koje se mogu dokazati propisanim
ili priznatim metodama. Za ispitivanje ostataka antibiotika u hrani zahteva se
upotreba dovoljno osetljivih metoda za detekciju koli~ina ispod, ili na nivou MRL.
U toku laboratorijskih ispitivanja mogu da se koriste trija`ne (screening) i konfir-
mativne metode. Metode za trija`u treba da budu brze, jednostavne i jeftine i da
omogu}e detekciju svih pozitivnih uzoraka, a da pri tome ne daju la`no negativne
rezultate. Ovim metodama treba da se ustanovi samo da li koli~ine ispitanih kon-
taminenata prelaze MRL vrednosti. Ukoliko screening metoda ukazuje na pri-
sustvo nekog jedinjenja u koli~ini ve}oj od propisane, slede}i korak je konfirma-
cija, odnosno potvr|ivanje ili odbacivanje prethodnog nalaza, kori{}enjem me-
toda kao {to su LC-MS, GC-MS i dr. (Spiri} i sar., 2006).
Mikrobiolo{ke metode pripadaju trija`nim, kvalitativnim metodama,
koje se zasnivaju na osetljivosti specifi~nih bakterijskih sojeva prema odre|enoj
grupi antibiotika. Ovaj rad deo je in-house, skra}ene validacije STAR protokola za
screening ostataka beta-laktamskih antibiotika u sirovom kravljem mleku. Ciljevi
rada su dokazivanje specifi~nosti metode i utvr|ivanje sposobnosti detekcije po-
jedinihpredstavnikabeta-laktamskihantibiotika,nanivouMRLilini`em,uvelikom
broju uzoraka sirovog mleka.
Ukupno je kori{}eno 20 "blanko" uzoraka, mleka krava koje nisu bile
tretirane antibioticima. Do po~etka eksperimenta uzorci su ~uvani u zamrziva~u,
na -20oC.
Uzorci sirovog mleka ispitivani su u dva ogleda u uslovima unu-
tarlaboratorijske reproduktivnosti. Kao hranljiva podloga kori{}en je test agar po
Kundratu sa inokulisanim sojem G. stearothermophilus ATCC 10149 za detekciju
beta-laktamskih antibiotika. Nakon brojanja spora, u podlogu je dodata bakte-
rijska kultura, tako da je dobijena kona~na koncentracija spora od 5X105/mL. Po
4,5 mL inokulisane podloge razliveno je u sterilne Petri plo~e (d= 9 cm). Osnovni
rastvori antibiotika, koncentracije 1mg/mL i destilovana voda, kori{}eni su za
pravljenje radnih rastvora za oboga}enje uzoraka. Antibiotici i koncentracije rad-
nih rastvora prikazani su u Tabeli 1.
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Materijal i metode rada / Material and methodsTabela 1. Beta- laktamski antibiotici kori{}eni u postupku validacije modifikovanog STAR
protokola
Table 1. Beta lactam antibiotics used in the validation of modified STAR protocol
Antibiotik / Antibiotic
Katalo{ki broj /
Catalogue No.
(Sigma Aldrich, Nema~ka)
Koncentracija radnih rastvora /
Working solution concentration
(g/L)
½ MRL MRL* 1½ MRL
Amoksicilin / Amoxicillin A 8523 2 4 6
Amplicilin / Ampicillin A 9393 2 4 6
Oksacilin / Oxacillin 28221 15 30 45
Penicilin G / Penicillin G 13752 2 4 6
Kloksacilin / Cloxacillin 2755 15 30 45
Dikloksacilin / Dicloxacillin D 9016 15 30 45
MRL* – maksimalno dozvoljena koli~ina antibiotika u mleku prema Regulativi Komisije (EU) br.
37/2010 / Maximmum Residue Limit of antibiotics in milk according to Commission Regulation (EU) No.
37/2010
Po 30 l radnog rastvora svakog antibiotika na nivou koncentracije
0,5; 1 i 1,5 MRL naneto je na po dva papirna diska koja su prethodno postavljena
na povr{inu inokulisane hranljive podloge. Za svaki ispitani antibiotik,uzorci siro-
vog mleka su podeljeni u po {est alikvota, a zatim na jo{ po tri zapremine za svaku
ispitivanu koncentraciju antibiotika. Uzorci su oboga}eni radnim rastvorima beta-
laktamskih antibiotika da bi se dobile koncentracije u visini 0.5; 1 i 1.5 MRL, i ho-
mogenizovani su. Po 30 µL svakog uzorka, za svaku ispitivanu koncentraciju, pi-
petirano je na po ~etiri papirna diska i postavljeno na plo~u sa inokulisanim i razli-
venim Kundrat agarom. Kontrolni uzorci mleka bez antibiotika pipetirani su u za-
premini 30 ìl, na po dva papirna diska postavljena na plo~u sa Kundrat agarom.
Zasejane plo~e sa uzorcima inkubirane su 15-18h na temperaturi 55oC. Nakon
inkubacije, {irina zone inhibicije merena je od ivice papirnog diska, pomo}u mik-
roskopa sa okularnim mikrometrom.
Prema STAR protokolu, uzorci mleka koji daju zonu inhibicije, merenu
od ivice papirnog diska sa ukapanim uzorkom, {iru od 2 mm, smatraju se pozitiv-
nim, odnosno, smatra se da ispitivani uzorak sadr`i ostatke antibiotika. U tabeli 2.
prikazani su rezultati ispitivanja 20 uzoraka sirovog mleka, oboga}enih sa {est
beta-laktamskih antibiotika. "Blanko" uzorci mleka nisu dali vidljivu zonu inhibicije,
ni u jednom ogledu.
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Rezultati rada i diskusija / Results and DiscussionTabela 2. [irina zone inhibicije (mm), za beta-laktamske antibiotike u uzorcima sirovog
mleka (n=20) oboga}enih sa tri vrednosti koncentracije radnih rastvora
Table 2. The growth inhibition zone width (mm) for beta-lactam antibiotics in raw milk samples (n=20) enriched
with three concentrations of working solution
Antibiotik / Antibiotic
I ogled/ I Experiment
Xsr
II ogled / II Experiment
Xsr
½ MRL MRL* 1½ MRL ½ MRL MRL* 1½ MRL
Amoksicilin / Amoxicillin 1,0 2,4 3,0 1,5 2,2 3,1
Amplicilin / Ampicillin 1,1 2,2 2,4 1,3 2,3 2,4
Oksacilin / Oxacillin 1,0 3,2 2,6 1,8 3,1 3,3
Penicilin G / Penicillin G 1,2 2,8 2,9 1,3 2,4 3,2
Kloksacilin / Cloxacillin 1,0 2,5 3,6 1,8 2,0 2,6
Dikloksacilin / Dicloxacillin 1,3 2,1 3,6 1,3 2,9 2,5
Xsr – aritmeti~ka sredina {irine zone inhibicije / arithmetic mean of inhibition zone width
Na osnovu dobijenih rezultata mo`e se uo~iti da je kod svih antibiotika
pri vrednostima koncentracija na nivou MRL, zona inhibicije ve}a od 2 mm, od-
nosno da ovom metodom mogu da se detektuju koli~ine beta-laktamskih antibio-
tika u visini MRL. S obzirom na to da je zona inhibicije ve}a od 2 mm, kod svih ispi-
tanih uzoraka za sve predstavnike antibiotika, mo`e se zaklju~iti da je modifik-
ovana metoda STAR protokol specifi~na za beta-laktamsku grupu antibiotika. Da
bi se utvrdila osetljivost metode, potrebno je odrediti sposobnost detekcije (CCß)
u skladu sa Regulativom Komisije EC br. 657/2002. Ovaj parametar definisan je
kao najmanja koli~ina ispitivane supstance koja se mo`e detektovati nekom me-
todom u uzorku sa verovatno}om gre{ke ß, koja predstavlja verovatno}u da je
uzorak pozitivan, iako je analizom dobijen negativan rezultat. Vrednost CCß se
dobija kada se najmanjoj vrednosti koncentracije antibiotika koji daju zonu inhibi-
cije od 2 mm, doda vrednost standardne devijacije unutarlaboratorijske reproduk-
tivnosti, pomno`ene sa 1,64. "Blanko" uzorci mleka su oboga}eni sa po jo{ jed-
nom koli~inom antibiotika u visini izme|u MRL i 0,5 MRL. Dobijene vrednosti zone
inhibicije rasta i CCß za ispitane antibiotike su prikazane u tabeli 3.
Mikrobiolo{ke metode zasnovane na osetljivosti razli~itih sojeva
G. stearothermophilus, koriste se za detekciju antibiotika iz beta-laktamske i iz
drugih grupa antibiotika. Prilikom inicijalne validacije STAR protokola, gotovo
polovina ispitivanih antibiotika je detektovana na plo~ama koje su inokulisane
vrstom G. stearothermophilus. Naj~e{}e se koristi Geobacillus stearothermophi-
lus var. calidolactis, (BRTAiM®, Delvtotest®,C H ®-ATK Microplate P&S). Neke
mikrobiolo{ke metode, kao {to su Delvotest® (Althaus i sar., 2002) i BRT-AiM®
(Molina i sar., 2003b) primenljive su za detekciju rezidua beta-laktamskih antibio-
tika u namirnicama `ivotinjskog porekla, ali one ne pokazuju dovoljno visoku
osetljivost kada su u pitanju ostale grupe antibiotika (Montero i sar, 2005). U od-
nosu na modifikovanu metodu STAR protokol, Eclipse® test (Montero i sar, 2005)
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cilin, penicilin G, kloksacilin i oksacilin, a limiti detekcije ovog testa za navedene
antibiotike su redom (µg/kg): 7, 5, 68 i 28.
Tabela 3. Sposobnost detekcije (CCß) za datu koncentraciju antibiotika (n=20)
Table 3. The capability of detection (CC ), for the given concentrations of antibiotics (n=20)
Antibiotik / Antibiotic C (µg/L) Xsr SD* CCß (µg/L)
Amoksicilin / Amoxicillin 3 2,1 0,12 3,20
Amplicilin / Ampicillin 3 2,0 0,11 3,18
Oksacilin / Oxacillin 20 2,1 0,15 20,25
Penicilin G / Penicillin G 3 2,2 0,09 3,15
Kloksacilin / Cloxacillin 3 2,0 0,14 20,23
Dikloksacilin / Dicloxacillin 20 2,0 0,22 20,36
Xsr – aritmeti~ka sredina {irine zone inhibicije (mm) / arithmetic mean of inhibition zone width (mm)
SD*– standardna devijacija {irine zone inhibicije pri ispitivanoj koncentraciji / standard deviation of
the inhibition zone width at the examined concentration
STAR protokol pokazuje dobru osetljivost na razli~ite grupe antibio-
tika. Literaturni podaci (Gaudin i sar. 2004) ukazuju na to da je mogu}e da se de-
tektuje 21 od 66 ispitanih antibiotika iz razli~itih grupa na nivoima ispod nivoa
MRL, a da pri tom i drugi statisti~ki pokazatelji: preciznost, ta~nost, ponovljivost i
reproduktivnostostanuuprihvatljivimopsezima.Una{emeksperimentudobijena
je bolja osetljivost na amoksicilin, ampicilin, penicilin G, kloksacilin i dikloksacilin,
u odnosu na druge autore koji su validovali STAR protokol (Gaudin i sar. 2004).
Razvijeni su drugi mikrobiolo{ki testovi (sedam plo~a) i validovani za post-
screening antibiotika u mleku. Osetljivost testa "sedam plo~a" je zadovoljavaju}a
u odnosu na zahtevanu osetljivost prema MRL na beta-laktamske antibiotike u
mleku. Pove}ana osetljivost je postignuta dodavanjem penicilinaze u po jednu
test plo~u koja je inokulisana G. stearothermophilus sojem (Aureli i sar. 1996).
Kada se porede podaci drugih autora (Petrovi} i sar., 2008) koji su
vr{ili uporedno ispitivanje osetljivosti komercijalnih metoda za detekciju beta-lak-
tamskih antibiotika u mleku, Delvotest® (DSM Food Specialties, Holandija) i
Penyzme S test (UCB Bioproducts, Belgija) sa rezultatima dobijenim validacijom
modifikovane metode STAR protokol, mo`e se uo~iti da i komercijalne metode
daju zadovoljavaju}u osetljivost za detekciju beta-laktamskih antibiotika u mleku,
Me|utim, ove metode zahtevaju dodatna ulaganja u opremu. Princip Penzyme S®
testajeinaktivacijaDD-karboksilpeptidaze,antimikrobnimsupstancamaizmleka,
za razliku od modifikovane metode STAR protokol, i Delvotest® koji su zasnovani
na osetljivosti G. stearothermophillus. Podaci drugih autora za osetljivost Del-
votest® ukazuju na to da je razli~ite predstavnike beta-laktamske grupe antibio-
tika mogu}e detektovati ispod, ili na nivou MRL (Sierra i sar., 2009). U Tabeli 4. dat
je uporedni prikaz limita detekcije metode za predstavnike antibiotika, koji su
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vosti drugih metoda za detekciju beta-laktamskih antibiotika u mleku.
Tabela 4. Uporedni prikaz limita detekcije razli~itih metoda za ispitivanje beta-laktamskih
antibiotika u sirovom kravljem mleku
Table 4. Comparative review of different methods' detection limits for beta-lactams in raw cow milk
Antibiotik / Antibiotic
CCß/ Limit detekcije za ispitivani antibiotik (µg/kg)/
CCß/Detection limit for antibiotic tested (µg/kg)
Modifikovani
STAR protokol /
Modified STAR
protocol
Delvotest
(Petrovi} i sar.,
2008)
Penzim S
Penzyme S test
(Petrovi} i sar.)
Delvotest
(Sierra i sar.
2009)
Amoksicilin / Amoxicillin 3,20 2,0 3,0 4,0
Amplicilin / Ampicillin 3,18 2,0 2,0 4,0
Oksacilin / Oxacillin 20,25 NT NT 7,0
Penicilin G / Penicillin G 3,15 2,5 4,0 2,0
Kloksacilin / Cloxacillin 20,23 30,0 30,0 23,0
Dikloksacilin / Dicloxacillin 20,36 NT NT 21,0
NT – nije testirano / not tested
Modifikovana metoda STAR protokol dala je zadovoljavaju}e rezul-
tate, kada su u pitanju osetljivost, ponovljivost i reproduktivnost, za beta-laktam-
sku grupu antibiotika. Sposobnost detekcije, izra`ena preko CCß, manja je od
MRL vrednosti za svaki ispitani antibiotik iz beta- laktamske grupe, {to je jo{ jedan
pokazatelj primenljivosti ove metode za screening beta- laktamskih antibiotika u
mleku. Modifikovana metoda STAR protokol, zasnovana je na principima klasi~ne
mikrobiologije, tako da je mogu}e ispitati velik broj uzoraka u samo jednom
danu, u laboratorijskim uslovima koji su uobi~ajeni za druge klasi~ne mikro-
biolo{ke metode. Modifikovana metoda STAR protokol je ekonomski isplativija u
odnosu na komercijalne trija`ne metode, a ima sli~nu osetljivost. U slu~aju pojave
zone inhibicije, potrebno je da se izvr{i konfirmacija, koja uklju~uje identifikaciju i
kvantifikaciju beta-laktamskih antibiotika u uzorku nekom od konfirmativnih me-
toda. Zbog mogu}nosti koje modifikovana metoda STAR protokol pru`a, kao {to
su: mogu}nost detekcije velikog broja beta-laktamskih antibiotika ispod nivoa
MRL, dobra osetljivost, minimalna verovatno}a nalaza la`no negativnih rezultata,
mogu}nost ispitivanja velikog broja uzoraka u jednom danu, jednostavni uslovi
izvo|enja i ekonomska isplativost, ova metoda je dobar izbor kada je u pitanju
monitoring rezidua antibiotika u sirovom mleku.
Kontinuirano pra}enje prisustva ostataka antibiotika u mleku stvara
mogu}nost da se spre~e gubici u industriji mleka, kao i da se obave`u primarni
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Zaklju~ak / Conclusionproizvo|a~i da po{tuju period karence lekova kod muznih krava, a na taj na~in bi
se potro{a~ima ponudili bezbedni i higijenski ispravni proizvodi.
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EVALUATION OF SENSITIVITY OF MODIFIED STAR PROTOCOL
MICROBIOLOGICAL METHOD FOR BETA- LACTAME ANTIBIOTICS DETECTION
IN RAW COW MILK
Branka Borovic, Danka Spiric, B. Velebit, Vesna Djordjevic, Brankica Lakicevic,
Tatjana Baltic, Aurelija Spiric
Antibiotic residues when present in animal tissues, through food chain, can
enter human body, causing allergic reactions or facilitating the development of resistant
bacterial strains. In order to determine the presence of antibiotics in animal tissues, it is ap-
propriate to use convenient, reliable and sensitive methods. Microbiological methods ap-
plied for the detection of antibiotic residues in primary products of animal origin are based
on the sensitivity of specific bacterial strains to a particular group of antibiotics. Regulatives
on the amount of pesticides, metals and metalloids and other toxic substances, chemo-
therapeutics, anabolics and other substances which can be found in food ("Off. Gazette",
No.5/92,11/92-corr.and32/02),statethatmilkandmilkproductscanbeusedincommer-
cial purposes only if not contain antibiotics in quantities that can be detected by reference
methods. The applied method is modified STAR (Screening test for detection of antibiot-
ics) protocol, regulated by the CRL (Community Reference Laboratory) Fougeres, France,
in which the initial validation of the method had been carried out.
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ENGLISHIn accordance with the demands of Regulative Commission EC No657/2002,
the sensitivity of modified STAR protocol for beta lactam antibiotics group was examined ,
that is, there was carried out a contracted validation of the method, which initial validation
had been performed at CRL.
In a couple of series of experiments, 20 blank samples of raw cow milk origi-
nating from animals not treated by antibiotics, had been examined. By the beginning of the
experiment samples were stored in a freezer at -20oC. Samples of raw cow milk enriched
by working solutions of seven beta-lactam antibiotics, in order to obtain concentrations at
the level of 0.5, 1 and 1.5 MRL (Maximmum Residue Limit) for each given antibiotic (Com-
mission Regulation EC No. 37/2010).
For detection of beta-lactam antibiotics, there was used Kundrat agar test
with previously inoculated G.stearothermophilus ATCC 10149 strain. Aliquots of 30 lo f
working solution at 0.5, 1 and 1.5 MRL concentration level, for each antibiotic, were in-
flicted on two paper disks placed on inoculated Kundrat agar surface. Petri plates with Kun-
drat agar previously inoculated with G.stearothermophilus , on which the samples were de-
posited, were incubated for 12-15h at 55oC. The obtained width of microorganisms growth
inhibition zone, that is supposed to be at least 2.0 mm, measured from the disc edge, dem-
onstrated the capability to detect all the tested 7 antibiotics from the beta lactam group at a
level below the MRLs. Consequently, this proves that use of this method it is possible to
meet the demands of Regulative Commission EC No. 37/2010.
Key words: milk, antibiotics, residue, microbiological methods, STAR protocol
ISPÀTANIE ^UVSTVITELÃNOSTI MODIFICIROVANNOGO
MIKROBIOLOGI^ESKOGO METODA STAR PROTOKOL DLÂ OBNARU@ENIÂ
BETA-LAKTAMNÀH ANTIBIOTIKOV V SÀROM MOLOKE KOROV
Branka Borovi~, Danka Spiri~, B. Velebit, Vesna D`ord`evi~,
Brankica Laki~evi~, TatÝÔna Balti~, AureliÔ Spiri~
UpotreblÔÔ v piçu produktì `ivotnogo proisho`deniÔ, ostatki anti-
biotikov v tkanÔh `ivotnìh mogut popastÝ v organizm ~eloveka i inogda vìzìvaÓt
allergi~eskie reakcii ili sposobstvuÓt razvitiÓ ustoy~ivìh bakterialÝnìh
{tammov. ^tobì to~no opredelitÝ koli~estvo antibiotikov v tkanÔh, neobhodimo
ispolÝzovatÝ nade`nìe i dostato~no ~uvstvitelÝnìe metodì. Mikrobiologi~es-
kie metodì dlÔ obnaru`eniÔ antibiotikov v produktah `ivotnogo proizsho`de-
niÔ, v pervi~no pererabotnannom vide, osnovìvaÓtsÔ na ~uvstvitelÝnosti ot-
delÝnìh grup bakteriy k opredelennoy gruppe antibiotikov. Pravilami opre-
delÔetsÔ koli~estvo pesticidov, metallov, metalloidov i drugih Ôdovitìh ve-
çestv, himioterapevti~eskih sredstv, anaboli~eskih steroidov i drugih veçestv,
kotorìe mo`no nayti v produktah pitaniÔ ("Sl. list SRJ", br. 5/92, 11/92 - ispr. i 32/02).
Predpisano, ~to moloko i molo~nìe produktì, mÔso i mÔsnìe produktì, Ôyca i
Ôi~nìe produktì, sve`uÓ rìbu i med mo`no upotreblÔtÝ, esli oni soder`at anti-
biotiki v takih koli~estvah, kotorìe mo`no dokazatÝ Ìtalonnìmi mtodami. Me-
tod predstavlÔet soboy modificirovannìy STAR protokol (sortirovo~nìy test
dlÔ obnaru`eniÔ antibiotikov), kotorìy predpisan CRL-om (Community Reference
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RUSSKIYLaboratory), Fu`er, FranciÔ, gde vìpolnÔetsÔ proverka metoda. V sootvetsvii s
trebovaniÔmi reglamenta Komisii No 657/2002, mì ispìtìvali ~uvstvitelÝnostÝ
modificirovannogo protokola STAR dlÔ obnaru`eniÔ antibiotikov beta-
laktamnoy grppì, to estÝ sdelali ukoru~ennuÓ proverku metoda, pervona~alÝnaÔ
validaciÔ kotorogo sdelana CRL-om. V serii Ìksperimentov mì ispolÝzovali 20
"holstìh" obrazcov sìrogo moloka korov, teh `ivotnìh, kotorìe ne prinimali
antibiotiki. Do na~ala Ìksperimenta obrazcì hranili v morozilÝnoy kamere pri -
20oS. Obrazcì sìrogo moloka obogaçenì rabo~im rastvorom semÝ antibiotikov
beta-laktamnoygruppì,~tobìpolu~itÝkoncentraciÓv0,5,1i1,5PDK(predelÝno
dopustimaÔ koncentraciÔ) dlÔ ka`dogo antibiotika (reglament Komisii ES nomer
37/20210). ^tobì obnaru`itÝ beta-laktamnìe antibiotiki mì ispolÝzovali agar
KÓndrat inokulirovannìy {tammom G. Stearothermophilus ATTC 10149. Po 30 l
rabo~ego rastvora, koncentraciÔ kotorogo sootstvuet 0,5, 1 i 1,5 MRL dlÔ ka`dogo
antibiotika, postavili na dvuh buma`nìh diskov, kotorìe nahodÔtsÔ na poverh-
nosti inokulirovannogo {tamma. ^a{ki Petri s agarom KÓndrat inokulirovannìm
G. stearothermophilus, na kotorìe oni postavili obrazcì, inkubirovali v te~enie
12-15~, pri 55oS. V rezulÝtate {irina zonì ingibirovaniÔ rosta, kotoraÔ po
menÝ{ey mere dol`na bìtÝ 2 mm ot kraÔ diska s obrazcom, pokazali, ~to ob-
naru`enie vseh semi ispìtannìh antibiotikov beta-laktamnìh grupp vozmo`no
kogda ih urovenÝ ni`e PDK. Takim obrazom podtverdili, ~to ispolÝzovaniem me-
toda "PÔtÝ plit" –S T A Rprotokol mo`no udovletvoritÝ trebovaniÔ reglamenta
Komisii ES No 37/2010.
KlÓ~evìe slova: moloko, antibiotiki, rezidua, mikrobiologi~eskie metodì,
STAR protokol
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